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(54) TiUe: METHOD OF OBTAINING CELL LINES IN A PROTEIN-FREE MEDIUM AND CELL LINES THUS OBTAINED 

^ (54) Titdo: MCTODO PARA LA 0BTGNCI6N DE LfNCAS CELULARES EN MEDIO LIBRE DE PROTOfNA Y LINEAS 
^= CijLULARliS OBTUNIDAS POR liSTE Mfr^DO 



(57) Abstract: Tlie invention relates to a method of obtaining mammal cells which are adapted to grow in a medium free of serum 
and proteins. The inventive method includes a process consisting of two adaptation steps comprising a critical protein concentration 
CD interval, in which the cells must acquire the ability to survive in a protein-free medium. There is a specific critical protein concen- 
tiation interval for each cell line, llie invention also relates to manunal cell lines which grow in a stable manner in a medium free of 
^ serum and proteins over at least 40 generations. 'ITie invention further relates to clones which express anti-CD6 TlhT and EGl' hRj 
^ antiteceptor hunwnised antibodies and the anti-CDj T3Q chimeric antibody as well as fragments of said antibodies. 

(57) Resuinen: La presente invencidn se reladona con un m6todo de obtencidn de celulas de mamifero adapladas a crecer en medio 
^5 libre de suero y protefnas, el cual inclnye un proceso en dos etapas de adaptaci6n donde existe un inten'alo critico de concentracidn 

de proteiha en el cual las c^lolas deben ganar la capacidad de sobrevivir en medio libre de protefnas. El intervalo critico de la 

concentracj6n de la protefna es cspecifico para cada Mnea celular.La presente invenci6n tambi^n revela Hneas celulares de mamfferos 
Q que crecen establemente en condiciones dc medio libre de sueio y proteinas por al menos 40 gpneradones. Adicionalmente, los 

clones revclados en la presente invenddn expresan los anticneipos humanizados anti receptor de EGF hRj y and CD6 TlhT y d 
^ anticueipo quim6rico anti CD3 T3Q, ademls de los fragmentos de dichos anticucrpos. 



wo 2004/038010 



'CT/CU2003/000012 



M^DO PARA LA OBTENaON DE IJNEAS CELULARES EN MEDIO UDBRE DE 
PROTEiNA YliNEAS CELULARES OBTENIDAS PORESTE M^TODO. 

Sector T6cnico: 

5 La presente invend6n se relaciona con la biotecnolo^, espedficamente con un 
m^todo para obtener Uneas («liilares eatables adaptadas a creco: en medio libre de 
suero y prote&ia, mediante un proceso en dos etapas de adaptaci6n. 

TgcmcaAnteiian 

10 A partir dd desarrollo del cultivo in vitro de c61ulas de mamiferos, la demanda para la 
produccion a gran escala de estas c^lulas ha auroentado debido al potencial 
diagn6stico y terap6utico de muchos de los productos obtenidos por esta via. Estos 
agentes litiles incluyen anticuerpos monoclonales, la hormona hinnana del 
crecimiento, linfocinas, eritropoietina, factores de coagulad6n de la sangre y los 

15 activadores de plasiiiin6geno del tejido. 

El USD de los anticuerpos monoclonales recombinantes (AcMr) para la terapia y el 
diagn6stico in wVode diversas enfermedades implica en muchos casos el uso de los 
tratamientos a altas dosis. Este hecho hace necesario la produccibn de AcMr 
especffico en gran cantidad y con una alta pureza. 

20 Varios anticuerpos monoclonales recombinantes con uso potencial para la terapia y 
diagnbstico en cincer y enfermedades auto inmxmes se han expresado en las celulas 
de myeloma NSO, en el Centro de Inmunologia Molecular. US 5,891,996 describe la 
obtend6n de anticuerpos quim6rico y humanizado contra el receptor del Factor de 
Crecimiento Epid^rmico, con valor en el diagnostico y la terapia de tumores que 

25 expresen dicho receptor. WO 97/19111 describe anticuerpos monodonales que 
reconocen el antlgeno CD6 para uso diagn6stico y terap6utico en padentes con 
psoriasis. Gavilondo y col en Hybridoma 9 N0.5, 1999 report6 el andcuerpo lOR-Tsa 
que reconoce el antigeno CD3. 

Para las condidones de cultivo en medio libre de proteina, se han desarrollado varias 
30 t6cnicas. Asl, se han desarrollado los medios libre proteina espedficamente definidos, 
que permiten un crecimiento de la c61ula bajo estas condidones. WO 97/05240 
describe la expresidn de proteinas recombinantes bajo condidones de medio libre de 
proteinas. 
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JP 2696001 describe el use de un medio libre de proteina para la producdon del 
factor Vin en c61ulas CHO agregando irn agente tenso activo no i6nico 0 ciclodextrina 
para aumentar la productividad de las celulas hu&ped. Para aumentar la eficada de 
estos aditivos, se recomienda la adid6n de, por ejemplo, butirato y litio. 
5 WO 96/26266 describe el culiivo de c61ulas en xm medio con hidrolizado de protefna 
que contiene glutamina, cuyo contenido de aminodddos libres es menos del 15% del 
peso total de la proteina, y cuyos p6ptidos tienen un peso molecular menor de 44 WD. 
Como medio de cultivo para las c61ulas se utiliza im medio minimo sintStico, como el 
medio b&sico al cual se agregan ademds del hidrolizado de la proteina, suero fetal 

10 bovino, gentamidna y mercapto-etanoL No se ha mendonado el uso de medio 
conteniendo suero para la producd6n de los factores de la sangre recombinantes. 
U. S. 5.393-668 A, describe credmiento cdxilar bajo condidones de medio libre de 
proteina de c61ulas adheridas a superfides sint6ticas especiales. 
Para estimular la proliferacidn celular, c§lulas CHO que sobre-expresan la insulina 

15 humana proliferan sobre im substrato artifidal al cual se ha imido covalentemente la 
insulina (Ito et aL 1996 PNAS LOS.E.E.U.U,, 93:3598-3601). 
Reiter y col. (1992, Cytotechnology 9:247-253) describen la inmovilizaci6n de las 
c^ulas r-CHO primero crecidas a alta densidad sobre portadores en medio que 
contiene suero, y la subsiguiente perfusi6n de las celulas inmovilizadas en el medio 

20 sin proteina durante la fase de produccion, encontr^ndose una liberaci6n continua de 
la proteina en el sobrenadante del cultivo. AUi, las c61ulas fiieron mantenidas por 
menos de 10 generadones en el medio sin proteina. 

Los m6todos ariteriores para la preparaci6n acertada de un cultivo de c61ulas a gran 
escala bajo condidones de medio libre de proteina se han descrito para lineas 

25 celulares mantenidas en cultivo, en particular las c61ulas VERO (WO 96/15231). En el 
cual las celulas se crecen bajo condidones de medio libre de suero y proteina desde el 
ampoUa original hasta una gran escala tecnica de 1200 litres . 
Adaptar las c61ulas creddas inicialmente bajo condidones medio conteniendo suero 
al medio libre de proteina, es un proceso algo molesto que toma generalmente 

30 tiempo, ademis, se ha encontrado que la produccion de proteina expresada y de la 
productividad de las celulas CHO recombinantes disminus^ grandemente despu6s de 
la adaptaci6n al medio sin proteina con respecto al que contiene suero (Paterson et el 
al. 1994. Appl. Microbiologia. BiotechnoL 40:691-658). fista es a consecuencia de la 
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inestabilidad o la disminuci6n del credmiento del clon recombinante debido al 
cambio en las condiciones de cultivo. A pesar del uso de un don original estable, a 
causa de las condiciones extremas en la fennentaci6n, una porci6n grande de las 
c61ulas reduce o pierde totalmente su capaddad de expresi6n, las cuales crecen 
5 mucho mas que las celulas productoras durante el proceso de producci6n, por lo que 
finalmente el cultivo del fermentador consista en una mayor poblad6n de cSlulas no- 
productoras o de c61ulas que tienen ima expresi6n baja. 

La presente invend6n propordona una estrategia para desarrollar lineas celulares 
estables adaptadas a crecer en medio libre de suero y protelna. Siguiendo la estrategia 
10 propuesta, se ban obtenido diferentes dones adaptados a crecer en medio libre de 
protema- 

Desciipd6n DetaQada de la Invenddn: 

Adaptad6n en dos etapas de lineas odulares al credmiento en medio libre de 
15 proteinas. 

Este procedimiento abarca las lineas de cflulas de mamiferos, para las cuales no es 
posible realizar im procedimiento directo de adaptad6n del medio suplementado con 
suero al medio libre de suero y protema. 

El m6todo de la invend6n incluye dos etapas en la adaptaci6n de la linea al medio 
20 libre de protelna (MLP). En la primera etapa, considerada no critica, la reducd6n del 
contenido de proteinas del medio ocurre sin la p^rdida de la viabilidad celular y no . 
hay ima disnunuci6n importante del tiempo de doblaje de la poblad6n en cada paso 
durante la reducd6n de la concentraci6n de protelna. La etapa no critica se observa 
generalmente entre 5 y 0,5 mg/mL de proteina total en el medio de cultivo y este casi 
25 muestra el mismo Indice de crecinoiento que en el medio de cultivo inicial. 

Para inidar esta primera etapa, se parte de una llnea con una viabilidad celular entre 
80 y 100%, y las c61ulas se crecen sucesivamente en medio de cultivo con 
concentraciones decrecientes de proteina hasta alcanzarse una concentraci6n critica 
donde la viabilidad cae a 0%, la que constitiQ^e el punto de partida para el iaicio de la 
30 segunda etapa. 

En esta segunda etapa considerada critica^ en la cual ocurre una disminuddn de la 
viabilidad y del tiempo de doblaje celular, las c61ulas requieren de m&s tiempo para 
adaptarse al pasar de un paso de la concentrad6n de la protdna otro de menor 
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concentraci6n. Esdsten concentradones criticas de protelna en el medio de cultivo, 
que no es poslble pasar por alto durante el proceso de adaptaddn. Estas 
concentradones criticas de protdna son espedficas para cada Mnea celular, y 
generalmente est^ por debajo de 0,6 mg/mL. Una vez que las cfilulas hayan 
5 recuperado los indices inidales de viabilidad y veloddad credmiento en estas 
concentradones criticas de proteina, es posible cultivar las c61ulas en la condicidn 
siguiente, con una concentrad6n de proteina m&s baja. 

Para llevar esta segunda etapa, una vez determinada la concentrad6n critica, se busca 
la concentracion anterior donde afe existe credmiento celular considerada como 
10 concentrad6n pre-critica, y a partir de la misma se disminuye lentamente dicha 
concentraci6n de protdna hasta que las c61ulas recuperen la viabflidad y el liempo de 
doblaje original. 

La combinaci6n de pasos para reducir la concentrad6n de proteina en la etapa critica 
determinar^ el tiempo total de adaptaci6n en esta etapa y la veloddad de la 
15 adaptaci6n (Vadapt.), calculado como la relad6n: 

V adapt* — 

A Concentra ni^n da Proteina 

AT adapt 

Sin embargo esta combinad6n de pasos no tendrd influenda sobre el tiempo 
20 necesario para la adaptaddn a cada conoentraddn de proteina, induyendo las 
concentradones criticas. 

Es decir, para determinar el final de la etapa no critica y de las concentradones 
criticas es necesario llevar a cabo una adaptad6n paso a paso, esto se reaBza 
mediante dfludones seriadas del cultivo celular en el medio sin proteina deseado, 
25 redudendo a la mitad la concentraddn de proteina en cada paso (Tabla i). Esta 
reducci6n se puede hacer tanto por la disminud6n de la concentrad6n de suero o 
suplementando el medio bSaco con diferentes niveles de algunos sustitutos del suero 
ricos en proteinas. 
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Tabla i: Reducci6n paso a paso de la conoentraci6n de proteina para determinar las 
concentraciones criticas, comenzando con un medio de cultivo suplementado con 5 
mg/mL de proteina (equivalente a 10 % de suero fetal bovino). 



raso 
Nlimero 


Concentraci6 
n de proteina 
total 
mg/mL 


Concentraci6ii 
Equivalente SFB*, 
%v/v 


1 


5.000 


10.00 


2 


2.500 


5.00 


3 


1.250 


2.50 


4 


0.625 


1.25 


5 


0.312 


0.60 


6 


0.156 


0.30 


7 


0.000 


0.00 



5 

Leyenda: SFB- Suero Fetal Bovino 

MLP- Medio Libre de Proteina 

MCS- Medio Conteniendo Suero 
*E1 contenido total de proteina del suero fetal bovino se ha estimado alrededor de 50 
10 mg/mL (6)- 

Antes de comenzar el procedimiento de adaptaci6n las c^lulas se deben mantener con 
m&s de 80% de viabilidad en frascos-T en el medio est^indar empleado generalmente 
para cultivar las c61ulas. 

Para realizar la adaptaci6n se llevan a cabo de forma consecutiva los siguientes pasos 
as que transitan por las dos etapas previamente mencionadas: 

i* Las c61ulas se siembran en al menos 3 replicas una densidad de 1 - 5 x los 
c61ulas/nil en medio de cultivo conteniendo suero y protelnas, despufis de 
48 horas la mitad del sobrenadante del cultivo se remplaza por medio 
fresco libre de proteina quedando la concentraci6n final de proteina al 50% 
20 de la concentraddn inicial; 

ii. Se reemplaza todo el medio de cultivo cada 48 horas por el medio fresco 
con 50% de la concentracidn inidal de protelnas; 
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iii. 
iv. 

5 



V. 

10 

vi, 
vii. 

15 

\dii. 

20 



ix. 

25 

xi. 

30 



Se dejan crecer las c61ulas en el medio con 50% de la concentrad6n inicial 
de prpteinas hasta que el cultivo alcance la confluenda; 
Se siembran las c61ulas obtenidas en el paso anterior (iii) en al menos 3 
rfiplicas a una densidad de 1 - 5 x los cdlulas/ml en el medio que contiene 
5096 de la concen1xad6n inidal de protefna y despu6s de 48 horas de 
credmiento, se reemplaza la mitad del sobrenadante del cultivo por medio 
fresco libre de protema, quedando la concentraci6n final de proteinas al 
50% de la concentrad6n anterior; 

Se reemplaza todo el medio cada 48 horas por medio fresco que contiene 
50% de la concentrad6n de protetna anterior; 

Se dejan crecer las c61ulas en el medio que contiene el 50% de la 
concentradon de protelna anterior hasta que el cultivo alcance la 
confluenda; 

Se repite el procedimiento (iv) a (vi), redudendo en cada dclo la 
concentrad6n de la protelna contenida en el medio hasta el 50% de la 
usada en el dclo anterior, hasta alcanzar xma concentracion de protelna 
que provoque la muerte de celular. 

A partir de un cultivo con mis de 80% de viabilidad creddo en la 
concentraci6n pre-critica, las c61ulas se siembran en al menos 3 replicas a 
una densidad de 2 - 6 x los c61ulas/ml en medio de cultivo a la 
concentraci6n pre-critica, y despu6s de 48 horas se reemplaza el 25% del 
sobrenadante del cultivo por medio fresco sin protelna quedando la 
concentrad6n final de protelna al 75% de la concentradon pre-critica; 
Se reemplaza todo el medio cada 48 horas por medio fresco que contiene 
75% de la concentrad6n pre-critica; 

Se dejan crecer las c§lulas en el medio que contiene el 75% de la 
concentraci6n pre-critica de protelna hasta que el cultivo alcance la 
confluenda; 

Se siembra la Hnea oelvdar derivada dd paso anterior en al menos 3 replicas 
a una densidad de 2 - 6 x los c61ulas/ml en el medio que contiene 75% de la 
concentrad6n pre-critica de protelna y despu6s de 48 horas de 
credmiento, se remplaza el 25% del sobrenadante dd cultivo por medio 
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fresco libre de protefna, quedando la concentraci6n final de protema al 
75% de la concentraci6ii anterior; 
xii. Se reemplaza todo d medio cada 48 horas por medio fresco que contiene 
75% de la concentraci6n anterior; 
5 xiii, Se dejan crecer las c61ulas en el medio que contiene el 75% de la 
concentraci6n anterior de protefna hasta que el cultivo alcance la 
confluenda; 

xiv. Se repite el procedimiento (xi) a (xiii) reduciendo en cada ddo la 
concentrad6n de la proteina contenida en el medio hasta el 75% de la 
10 usada en d ddo anterior, hasta alcanzar ima concentrad6n de proteina tal 

que cuando las cdulas se transfieren a ima concentraci6n mas baja crecen 
con ima viabilidad ^gi'milg^r y con el tiempo de doblaje original, de manera 
que la disminud6n subsiguiente de la concentraci6n de proteina no afecta 
la viabilidad ni el tiempo de doblaje. 
15 En el m^todo de adaptaci6n propuesto en la presente invend6n, el medio de cultivo 
en el cual inidalmente se siembran las c^lulas comprende entre el 5% y el 10% de 
suero fetal bovino. 

En dicho m6todo, la linea celular de mamifero que se adapta a crecer en medio libre 
de proteina es ^xa midoma, particularmente NSO. 

20 La invenci6n tambien puede ser aplicada para la adaptad6n de NSO transfectada con 
una secuencia que codifica ima proteina 0 polip6ptido recombinante, particularmente 
cuando la secuencia codifica un anticuerpo recombinante 0 sus fiagmentos, por lo 
que la misma tambi6n incluye las lineas celulares de mamifero adaptadas a crecer en 
medio libre de proteina, 

25 En diferentes materializadones de la invend6n la misma proporciona lineas cdulares 
de mamifero que e3q)resan cualesquiera de los anticuerpos humanizados 0 
quim&icos anti-receptor de EGF hRs, anti-CD6 TihT, anti-CD3 T3Q 0 sus 
fragmentos, adaptadas a crecer mediante el m^todo de la invend6n en medio libre de 
protdna, asl como los referidos anticuerpos obtenidos a partir de dichas lineas. 

30 Las lineas adaptadas por el mdtodo de la invend6n crecen establemente en 
condidones de medio libre de siiero y proteinas por al menos 40 generaciones, 
Ejemplos de Bealizad6n: 
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Ejemplo i: Adaptaci6n de la linea celular recombinante hRs a medio libre de 
protelnas. 

La llnea celular recombinante hRs fiie obtenida per la transfeccidn de la linea ceMar 
de mielbma NSO con las construcdones de los vectores para la expresidn de las 
5 cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo monoclonal hiraianizado hRs que reconoce 
el receptor del EGF humano. 

La adaptaci6n de esta linea celular a medio libre de proteinas se Uev6 a cabo 
siguiendo el procedimiento descrito previamente, por medio de una reducd6n del 
contenido de proteinas en dos etapas* 

10 Las c61ulas fiieron inicialmente cultivadas en medio RPMI-i640 suplementado con 
un 10 96 de suero fetal bovino (SFB) y luego a partir de ima concentraddn de 
proteinas de 0.15 mg/rnL el suero fetal file reemplazado por el suplemento rico en 
proteinas, Nutridoma NS (Boheringer Manheinn) anadido al medio basal RPMI-1640 
(medio libre de suero). La reducci6n en el contenido de proteinas se realiz6 por 

15 diluciones sucesivas en medio PFHM-II (Gibco) del contenido de proteinas presentes 
en el medio inicial. 

Los resultados del c^culo de las concentraciones criticas y las velocidades de 
adaptaci6n Vadapt para esta linea celular se muestran en las Fig. 1 y 2 respectivamente. 

20 Ejemplo 2: Adaptad6n de la linea celular recombinante TihT a medio libre de 
proteinas. 

La Hnea celular recombinante TihT fue obtenida por la transfecd6n de la linea celular 
de mieloma NSO con las construcciones de los vectores para la expresion de las 
cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo monodonal TihT humanizado por el 
25 m6todo de supresi6n de epitopes T y que reconoce el receptor CD6 de linfodtos T 
humanos. 

La adaptaci6n de esta linea celular a medio libre de proteinas se flev6 a cabo 
siguiendo el procedimiento descrito en el pimto 2, por medio de ima reduccidn del 
contenido de proteinas en dos etapas. 
30 Las c61ulas fueron inicialmente cultivadas en medio RFMI-1640 suplementado con 
un 10 % SFB. La reducddn en el contenido de proteinas se realiz6 por diludones 
sucesivas en medio PFHM-II (Gibco) del contenido de proteinas presentes en el 
medio inidal. 
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Los resultados del cfilculo de las concentraciones crfticas y las velocidades de 
adaptad6n Vadapt para esta Mnea celular se muestran en las Fig. 3 y 4 respectivamente. 

Ejemplo 3: Adaptaci6n de la Ifnea celular recombinante T3Q a medio libre de 
5 protefaas. 

La Mnea celular recombinante T3Q foe obtenida por la transfeccion de la Mnea celular 
de mieloma NSO con las construcdones de los vectores para la expresi6n de las 
cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo monoclonal T3Q humanizado por el m6todo 
de supresi6n de epitopes T y que reconoce el receptor CD3 de linfocitos T humanos. 
10 La adaptaci6n de esta llnea celular a medio libre de proteinas se llev6 a cabo 
siguiendo el procedimiento descrito en el punto 2, por medio de xma reducddn del 
contenido de proteinas en dos etapas. 

Las celulas fueron inicialmente cultivadas en medio RPMI-'i640 suplementado con 
im 10 % SFB. La reducci6n en el contenido de proteinas se realizo por diluciones 
15 sucesivas en medio PFHM-II (Gibeo) del contenido de proteinas presentes en el 
medio inicial, 

Los resultados del c41culo de las concentraciones criticas y las velocidades de 
adaptaci6n Vadapt para esta Hnea celular se muestran en las Fig, 5 y 6 respectivamente. 



20 Breve descripd6nde las figuras: 

Fi^ua 1: Correlaci6n de los tiempos necesarios para adaptar la Mnea hE3 a cada 
concentraci6n de proteinas (hasta que se recupere la viabilidad y el tiempo de 
doblaje) con el logaritmo natural del inverso de la concentracidn de proteinas. Los 
25 valores de concentraciones criticas de proteinas para la linea celular hR3 son: - 0.32 y 
0.11 mg/mL de la concentraci6n de proteinas totales. 

Figaia 2: Correladdn del tiempo total transcurrido desde el inido del procedimiento 
de adaptad6n con al logaritmo natural del inverso de la concentrad6n de proteinas 
para la Mnea celular h-R3. Valor de la veloddad de adaptad6n de esta Mnea en la fase 
30 crltica: - 0.0053 mg/d. 

FSgaza 3T. Correlaci6n de los tiempos necesarios para adaptar la Mnea TlhT a cada 
concentradon de proteinas (hasta que se recupere la viabflidad y el tiempo de 
doblaje) con el logaritmo natural del inverso de la concentraci6n de proteinas. Los 



wo 2004^038010 




IPCT/CU2003/000012 



valores de concentradones crMcas de protefnas para la llnea celular TihT son: - 0.12 
y 0.01 ir^mL de la concentrad6n de protdnas totales. 

J>igaia 4: Corrdaddn del tiempo total transcurrido desde el inido del procedimiento 
de adaptad6n con al logaritmo natural del inverso de la concentrad6n de proteinas 
5 para la linea celular TihT. Valor de la veloddad de adaptadon de esta linea en la fese 
critica: - 0.0014 n^/d. 

FSgaia 5: Correlad6n de los tiempos necesarios para adaptar la linea T3Q a cada 
concentradon de proteinas (hasta que se recupere la viabilidad y el tiempo de 
doblaje) con el logaritmo natural del inverso de la concentraddn de proteinas. El 
10 valor de concentrad6n critica de proteinas para la linea celular T3Q es de: - 0.63 
mg/mL de la concentrad6n de proteinas totales. 

Figuia 6: Correlaci6n del tiempo total transcurrido desde el inido del procedimiento 
- de adaptad6n con al logaritmo natural del inverso de la concentrad6n de proteinas 
para la linea celular T3Q. Valor de la veloddad de adaptad6n de esta linea en la fase 
15 critica:- 0.0172 mg/d. 
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REIVINDICAaOMES 

i.-Un mdtodopara obteneruimKneacelular de mainf^ adaplada a crecer enmedio Kbre de 
suero yprotema que comprende dos etapas: 

1. Umprimeraetapaenkojalapartirdeunalfaeacanum^bi^ 

y 100%, las cflulas se crecensuceswamentBenmefio de adtivo conconoen.tracioiifis 

decredentes de protefna hasta alcanzarse una cancentraci6ii crfdca de proteJna 

donde la -viabilidad cae a o%; 
IL UnasegundaetapadQndeimvezdetenninadakcancentrad6nc^^ 

concentraci6n anterior donde aiSn existe eredmiento celular conadfirada camo 
concentrad6ii preKrftica, y a partir de la misma se dismin^jre lentamente didja 
concentrad6n de protelna hasta que las cflulas recupererx la viaWlidad y d tiempo de 
dolDikjeoriginaL 

2. - M^todo segtola idvindicaddn i caracterizado porque para ejecutar la primera etapa 

se efect6anlos siguientes pasos: 

i LascSulassesiemhranenalmenossi^plicasaunadenadaddei sxiQscaulas/inl 

en medio de cultivo conteniendo suero y proteinas, despu6s de 48 horas la mitad dd 
sobrenadante dd cultivo se remplaza por medio ftesco libre de protdna quedando k 
ApnPPnirariAn final de piotema al 50 % de k concentrad6n inidal; 

ii Sereanpto2atododmediodeajltRrocada48haraspordmediofrescocon50%dek 

concentradidn inidal de protdnas; 

Sedejancteoerkscauksendmediocaa50%dekconcmtrad6nink^ 
hasta quedoilthroalcanoekc o nfl i iR nd a; 

Sesiembranks cSuks obtenidas end paso anterior (iii) enalmenos 3 r6p3icas anna 
densidad de 1 - 5 X IDS cauks/ml en d medio que conliene 50% de k cancentrad6n 

m Hi^l de protdna y despu& de 48 hocas de crednuento, se reempilaza k mitad dd 
sobrenadante dd cultivo por medio ftesco libre de protetoa, quedando k 
conoentrad6nfinalde proteinasal 50% de k concentrad6nanterior; 
V Sereempkzatodod medio cada 48 horas por medto ftesco que contiene 50% dek 

concentraddndeprotefna anterior . 
vl Sedejanctecerkscauksendmedbqiieconlieneeaso^dekconcentiad&ide 



m 



25 w 
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vii Se repite el piooedmiiento Qv) a fyH), redudendo encada ddo la concentraddn dela 
prot^ ccmtemda en el medio hasta d 50% de la usada en el ddo anterior, hasta 
alcaiizar im coQoentiaddn de prol^^ 

3.- MStodoseg^hiehdndicad6nicaracteriz^ 
se efectCian los siguieates pasos : 

viii A partir de un cultivo con mas de 80% de viabilidad creddo en la concenlrad6n pre- 

oitica, las o61uIas se siembran en al menos 3 r^licas a una densidad de 2 - 6 x lo^ 
c61ulas/ml en medio de cultivo a la concentrad6n pre-oitica, y despuiSs de 48 horas se 
reemplaa d 25% dd sobrenadante dd cultivo por medio fresco sin profcdna quedando 
la concentraddnfnal depiote&ia al75% dela oonoentrad6npre-crftica; 

ix Se reemplaza todo dmedio cada48 horas por medio fresco que conliene 75% de la 
. concentrad6n pce-offica; 

X Se dejan crecer las oflulas en d medio que contiene el 7596 de la concentradon pre- 
crftica deprotema hasta que el cultivo alcance la confluenda; 

xi Se siembra la linea cekdar derivada dd paso anterior en al menos 3 r6plicas a una 
densidad de 2 - 6 x los cdulas/ml en d medio que contiene 75% de la concentrad6n 
pre-oitica de proteina y despu6s de 48 horas de crecimiento, se remplaza d 25% dd 
sobrenadante del cultivo por medio fresco libre de proteina, quedando la 
concentrad6n final de proteina al 75% de la concentrad6n anterior; 

xii Se reemplaza todo d medio cada48 horas por medio fresco que contiene 75% de la 
concentrad6n anterior; 

xiii Se dejan crecer las cdulas en d medio que contiene d 75% de la concentrad6n anterior 
de proteina hasta que d cultivo alcance la confluenda ; 

5dv Se repite d procedimiento (xi) a (xiii) redudendo en cada ddo la CQncentrad6n de la 
proteina contenida en d medio hasta d 75% de la usada en d ddo anterior, hasta 
alcanzar una concentraci6n de protdna tal que cuando las c61ulas se transfieren a una 
ooncentrad6n mag b^ crecen con una viabilidad dmilar y con d tiempo de doblaje 
original, de manera que la disminuci6n subsiguiente de la concen1rad6n de protsdna 
no afecta la viabilidadni d tieropo de doblsge. 



4.- El n3i§todo seg6n las rdvindicadones 1 a la 3 caiacterizado porque d medio en d cual 
inidalmente se dembran las cdulas comprende enlre d 5% y d 10% de suero fetal bovino. 
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5.- m ni6to(to segto las ravm(S(acbnes (te k 1 y 4 
mainffbco adi^da a crec»rmmedb]& 

5 6.-Elm6to(tosegtokrdvindicaci6n5caract€riza^ 

7.- El in6todo la idvindicadto 6 caiacterizado porciue didia Ifnea cdular es NSO 
tiansfectada con um secuenda que ood^ 

10 8.-Elmetodoseg(3nktdviiidicadi6n7raracte^ 
anticuerpo recombinante 0 sus fragmentos. 

9 . - Una Mnea cdular de mardfero dbtenida segOn el maodo de las reivindicadanes de la 1 
a la 8, caracterizada poKjue esti adaptada a crecer &a. medio libre de prc^fifna. 

15 

10. - Una linea celular de mamifero seg6n rebindicaddn 9 caracterizada pcaque es un 
nuelcHna. 

IL- Una linea celular de mamifero ^ei^m.dicad6n 10 caracterizada porque d 
20 mielomaesNSO. 

12.- Una linea celular de mamifero seg6n rd-wndicaddn ai caracterizada porque la linea 
NSO ccmtiene una secuenda que codifica una protana 0 polipfe^ 

25 13.- Una linea cdular de mardfero seg^ rdvindicad&i 12 caracterizada porque la 
secuenda codifica un anticuetpo recomtnnante o sus fragmentos. 



30 



14.- Una linea cdular de mamifero segto reivindicaddn 13 caracterizada porque la 
secuencia codifica d anticuerpo humanizado contra d receptor de EGF hBs 0 sus 
fragmentos. 
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15. - Una Ifioea oehdar de mamffiero segfai ieivindicaci6n 13 caracterizada porque la 
secuenda codifica el anticuerpo humamzado contra el antigeno CD6 TihT 0 sus 
firagmentos. 

16. - Una Ifaea oehjlar de mamffiero s^<Sn idvindicad6n 13 caradserizada porque la 
secuenda codifica el anticuerpo quimerico contra d antigeno CD3 T-SQ 0 sus j&agmentos. 

17. ' Uso del mdtodo de las i^ivindicadanes de la 1 a la 8 para la obt e nd6n de lineas 
oelulares adaptadas a crecer ennaedio Kbi:e de proteinas, 

i8-- Un anticuerpo humanizado contra d receptor de EGF hRs 0 sus ftagmentos, 
produddos por la linea cdular obteoida por d metodo de las rdwndicadones de la 1 a la 8. 

ig.- Un anticuerpo humanizado contra d antigeno CD6 TihT o sus feagmentos, 
produddos por la linea cdular dbtenida por d m6todo de las rdvindicadones de la 1 a la 8. 

20.- Un anticuerpo quim&ico contra d antigeno CD3 T3Q 0 sus fragmentos, produddos 
por la linea cdular obtenidapor dmetodo de las rdvindicadones de la 1 a la 8. 
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